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Number of cells (% of total) 
Single transgene expression Compound 
genotype 
Age dpf 







2 16 (17%) 2 (2%) na 78 (81%) 96 
3 12 (9%) 0 na 128 (91%) 140 









3 83 (59%) na 58 (41%) 0 141 
* Actual genotype Tg(mpeg1:GAL4)x(10xUAS:Kaede) 
na = not applicable 
¶ = Wound margin (WM) corresponds to cell within 100 µm of the wound edge 2 
h after amputation. 
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SUPPLEMENTAL DATA FIGURE LEGENDS 
 
Figure S1.    
    Hematopoietic gene expression in the myeloperoxidase­deficient 
zebrafish mutant durif, related to Fig. 1. 
  A‐P.  Gene expression by whole mount in situ hybridization in wildtype 
(WT) and durif (drf) embryos at the ages indicated. drf embryos 
result from homozygote incrossing.  All views are direct lateral views 
except B,D,F,H which are ventral views corresponding to the panels 
to their left. drf shows normal expression of all these genes at the 
ages indicated. 
 
Figure S2. 
    Injury­induced hydrogen peroxide levels are maintained for up 
to 3 h after injury in myeloperoxidase­deficient larvae, related 
to Figs 2 and 4. 
A.  Distributions of (i) the time of individual neutrophil arrival and (ii) 
the number of arriving and/or present neutrophils per embryo for all 
individual neutrophils in the embryos contributing to Figs 2B and 4A 
data, showing no significant difference between genotypes. Two‐
tailed Mann‐Whitney test. 
B.  Percentage of maximum hydrogen peroxide levels at the wound zone 
for wildtype (blue) or durif (drf, red) 3‐3.5 dpf zebrafish larvae. 
Curves show ratiometric 500/420 nm HyPer emission data from the 
wound zone region (~50 µm) for 360X 30 s time points collected 
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over 180 min on a Zeiss LSM 5 line scanning confocal microscope, 
normalised at percent of maximum.  Curves in (i) are means for n = 5 
(WT) and n=4 (drf). (ii) shows the individual median HyPer ratio 
profiles and corresponding p‐values from a permutation test (see 
Methods). All scans on this instrument were independently scanned 
embryos, collected on 3 independent days. Data are exemplified in 
supplemental Movie M3. 
C.  Distributions of the time of individual neutrophil arrival (i) and the 
number of arriving and/or present neutrophils per embryo (ii) for all 
individual neutrophils and embryos contributing to the data in Fig. 
S2B. Two‐tailed Mann‐Whitney test. 
 
Figure S3.   
    A single neutrophil is sufficient to reduce local wound zone H2O2 
concentration.  
  A.  Still images over 1 h showing path of a single lyz:DsRED2‐marked 
neutrophil (upper row) and associated HyPer ratiometic data 
reflecting the H202 concentration data for the wound zone. Note the 
asymmetrical regional reduction on the dorsal (upper) half of the fin 
where the DsRED2‐marked neutrophil is located, most evident by the 
loss of extent of yellow signal on the heat map. Stills are from 
supplemental Movie M4. Scale bar, 100 µm. 
  B.  Merged transmission and red fluorescence image at 98 min after 
injury, overlayed with the migratory paths of lyz:DsRED2 neutrophils 
(4 green paths, only one of which is relevant to regions 1 and 2) and 
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lyz:DsRED2‐negative macrophages (purple, blue and cyan paths, all 
relevant to region 3). Regions 1‐4 are: (1) and (2) regions where the 
single DsRED2‐marked neutrophil passes in sequence; (3) region 
where 3 DsRED‐2‐negative macrophages pass; (4) control region, 
distal to wound. Scale bar, 100 µm. 
  C.   HyPer ratiometic data reflecting the temporal H202 concentration 
data for the 4 regions of the injured zebrafish larvae detailed in (B); 
data are median HyPer ratio for each of the regions shown. Note that 
the median H202 concentration decreases in sequence in regions 1 
then 2 as the neutrophil passes through them, but remains elevated 
in region 3 where only macrophages pass. The concentration of H202 
remains at background in the control region (4). 
 
Figure S4. 
    Neutrophil numbers at a wound edge show consistent 
differences between wildtype and myeloperoxidase­deficient 
durif embryos, related to Fig. 6C. 
    Two additional independent experiments replicating the 
observations of Fig. 6C, showing consistent differences between 
wound edge neutrophil number profiles in wildtype (WT) and durif 
(drf) embryos. 
  A,B.  The number of neutrophils (mean±SE) at the wound margin (within 
80‐100 µm of wound edge), for a larger wound involving the 
notochord, as shown in the schematic insert in Fig. 6C. Neutrophils 
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were marked by either the mpx:EGFP (A) or lyz:DsRED2 (B) 
transgene. 
    p‐values for comparisons between groups at 4 and 6 h after injury: 
*=0.01, **0.0028, ***0.0001. 
  C.  Tabulated descriptive and analytical statistics for data in Fig. 6C and 
(A) and (B) of this Supplementary figure.  
    na=not applicable, because the intercepts of the line cannot be tested 
for difference when the gradients of the lines being compared are not 
the same. 
     
SUPPLEMENTAL DATA MOVIE LEGENDS 
 
Movie M1. 
    Real time comparison of hydrogen peroxide concentrations in 
representative wildtype and leukocyte­depleted embryos after 
wounding, related to Fig. 2. 
Video is a composite of 3 sets of 90 min time‐lapse videomicroscopy 
data for 3 representative embryos: wildtype (WT, left), spi1/csf3r 
morphant (middle) and cloche (clo) mutant (right).  Top row of 
panels are DIC images with lyz:DsRED2‐positive neutrophils overlaid.  
Bottom row of panels show H2O2 concentrations represented as 
HyPer ratio heat map images (scale as in Fig. 2C).  WT embryo 
displays a rapid increase in H2O2 concentration at the wound zone 
which declines to an intermediate level. In contrast, leukocyte‐
depleted spi1/csf3r morphant and clo embryo display a similar rapid 
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increase in H2O2 concentration at the wound which is maintained at a 
high level until the end of video at 90 min. Note the presence of a 
lyz:DsRED2‐marked neutrophil adjacent to the circulation in 
spi1/csf3r morphant video. Images were acquired on a Nikon Ti‐E 
microscope every minute for 83 min (8 min ‐ 90 min after injury) 
(time stamp – bottom left). Note that due to bleed‐through emission 
of DsRED2 into the HyPer480 images, in the lower panel HyPer 
heatmap images, the signal in the small regions overlapping mobile 
DsRED2‐marked neutrophils themselves is not a true indication of 
the H2O2 concentration at that site. 
 
Movie M2. 
    Real time comparison of hydrogen peroxide concentration in 
representative wildtype and myeloperoxidase­deficient durif 
embryos after wounding, related to Fig. 4. 
 Video is a composite of 2 sets of 90 min time‐lapse videomicroscopy 
data for 2 representative embryos: wildtype (WT, left), 
myeloperoxidase‐deficient durif (drf) (right).  Top row of panels are 
DIC images with lyz:DsRED2‐positive neutrophils overlaid.  Bottom 
row of panels show H2O2 concentrations represented as HyPer ratio 
heat map images (scale as in Fig. 1).  WT embryo (left, same embryo 
as in supplemental Movie M1) displays a rapid increase in H2O2 
concentration at the wound zone which declines to an intermediate 
level; during this period, 5 lyz:DsRED2‐marked neutrophils arrive at 
the wound edge. In contrast, the drf embryo (right) displays a similar 
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rapid increase in H2O2 concentration which is sustained at high levels 
at the wound throughout the 90 minute period, even though 5 
lyz:DsRED2–marked neutrophils have arrived at the wound edge. 
Note that this drf embryo demonstrates bursts of H2O2 production at 
small injuries (located in this embryo at 2 locations on ventral/lower 
edge of the fin), which wane with time. Images were acquired on a 
Nikon Ti‐E microscope every minute for 83 min (8 min ‐ 90 min after 
injury) (time stamp – bottom left). 
 
Movie M3. 
    Real time comparison of hydrogen peroxide concentrations in 
wildtype and myeloperoxidase­deficient durif (drf) embryos for 
3 h after wounding, related to Fig. S2B. 
    Video is a composite of 2 sets of 183 min time‐lapse videomicroscopy 
data for 2 representative embryos: wildtype (WT, left), 
myeloperoxidase‐deficient durif (drf) (right).  Top row of panels are 
DIC images with lyz:DsRED2‐positive neutrophils overlaid.  Bottom 
row of panels show H2O2 concentrations represented as HyPer ratio 
heat map images (scale as in Fig. 2C).  WT embryo (left) displays a 
rapid increase in [H2O2] at the wound zone which declines to an 
intermediate level; during this period, 10 lyz:DsRED2‐marked 
neutrophils arrive at the wound edge, some of which exhibit 
peripatetic in‐wound migration. In contrast, the drf embryo (right) 
displays a similar rapid increase in H2O2 concentration which is 
sustained at high levels at the wound throughout the 180 min period, 
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even though 4 lyz:DsRED2–marked neutrophils arrive at the wound 
edge. Note the delay in drf neutrophils initiating their migration to 
the wound edge, in comparison to the prompt migration of WT 
neutrophils. Images were acquired on a Zeiss LSM 5 Live line 
scanning confocal microscope every 30 sec for 3 hours (time stamp – 
bottom left). 
 
Movie M4. 
    Changes in wound margin hydrogen peroxide concentration as a 
single lyz:DsRED2­marked neutrophil migrates to and within the 
wound zone, related to Fig. S3.  
Video is one set of 90 min time‐lapse videomicroscopy data.  Left 
panel is a DIC image of the tail with lyz:DsRED2‐positive neutrophils 
overlaid. Right panel shows the changes in H2O2 concentrations 
represented as HyPer ratio heat map images (scale as in Fig. 1). Note 
the migration of the single lyz:DsRED2‐marked neutrophil to the 
dorsal/upper wound zone correlates with a greater decline in H2O2 
concentration within that zone than in the ventral/lower zone.  
Furthermore, this is despite 3 non‐ lyz:DsRED2‐marked leukocytes 
migrating to the ventral/lower zone, which are likely to be non‐
myeloperoxidase‐expressing macrophages. For a more detailed 
description, explanation and analysis of this video, see Fig. S3 and the 
associated text. Images were acquired on a Nikon Ti‐E microscope 
every minute for 90 min (time stamp – bottom left).  




